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In Chapter 1,  the central  role of  the  liver  in metabolic syndrome  is  introduced. After 
highlighting  the  clinical  challenges  of  NASH  (which  is  the  hepatic manifestation  of 
metabolic syndrome), lysosomal lipid accumulation in macrophages was proposed as a 
novel mechanism  leading to NASH. Furthermore, we explain how this mechanism can 





these  oxidized  lipids  affect  hepatic  inflammation  are  summarized.  Finally,  the 
implications of these findings for patients are emphasized.  
 
Chapter  3  describes  the  interplay  between  the  gut  microbiota  and  the  intestinal 
immune system  in the context of metabolic syndrome. An overview of the molecular 
aspects of  the gut microbiota‐immune  system axis  is given, and  the  influence of  the 
diet  on  the  regulation  of  this  axis  is  highlighted.  Finally,  future  perspectives  for  gut 
microbiota research are suggested. 
 
In  Chapter  4, we  investigate whether  lysosomal  lipid  accumulation  in  blood‐derived 
hepatic macrophages  is a causal trigger for the development of hepatic  inflammation. 
We  hypothesize  that  oxLDL‐derived  lipids  are  essential  in mediating  lysosomal  lipid‐
induced  hepatic  inflammation.  For  this  purpose,  irradiated  Ldlr‐/‐  mice  were 
transplanted with bone marrow from either Niemann‐Pick Type C1 mutant (Npc1mut) or 
wildtype  (Npc1wt) mice  and  fed  a high‐fat, high‐cholesterol  (HFC) diet  for 12 weeks. 
Due to the hematopoietic deficiency of the gene encoding the NPC1 protein, which is a 
lysosomal  lipid  transporter,  lipids  accumulate  in  lysosomes  of  blood‐derived  hepatic 
macrophages. As  expected, hepatic  inflammation  and  fibrosis were  increased  in  the 
Npc1mut  transplanted  mice.  Accordingly,  preventing  the  uptake  of  oxLDL  by 
macrophages  by  increasing  circulating  anti‐oxLDL  IgM  antibodies  reduced  hepatic 





correlate with  the  level of hepatic  inflammation  in children  suffering  from  fatty  liver 
disease.  Liver biopsies of ninety‐six  children were  evaluated  and  classified  as having 
steatosis,  borderline  NASH  or  definite  NASH,  respectively.  We  demonstrated  that 
plasma  cathepsin  D  levels  were  significantly  lower  in  children  with  definite  NASH 
compared  to  children with  borderline  NASH  or  steatosis. Moreover,  a  reduction  of 
 214 
plasma  cathepsin  D  levels  corresponded  with  increasing  hepatic  inflammation, 
steatosis,  hepatocellular  ballooning  and  a higher NAFLD  activity  score. We  conclude 
that  plasma  cathepsin  D  is  a  novel  non‐invasive  tool  to  predict  pediatric  hepatic 
inflammation. 
 
In  Chapter  6,  we  hypothesize  that  the  progression  and  regression  of  adult  NASH 
correlates with  plasma  cathepsin  D  levels. We  observed  increased  levels  of  plasma 
cathepsin D in adults with NASH compared to adults without NASH. Furthermore, after 
surgical  intervention,  plasma  cathepsin  D  levels were  reduced  compared  the  levels 





of  hepatic  inflammation  during  NASH.  By  injecting  Ldlr‐/‐ mice with  pepstatin  A,  an 
inhibitor of aspartyl proteases, we demonstrated that inhibition of cathepsin D reduced 
hepatic  inflammation.  Mechanistically,  our  data  suggested  that  increased  fecal 
excretion  of  bile  acids  improved  lipid  metabolism,  resulting  in  decreased  hepatic 
inflammation.  The  largest  reduction  in  cathepsin  D  activity  was  observed  in  the 





microbiota  composition  in  Ldlr‐/‐  mice.  Therefore,  irradiated  Ldlr‐/‐  mice  were 
transplanted with bone marrow from either Niemann‐Pick Type C1 mutant (Npc1mut) or 
wildtype  (Npc1wt) mice  and  fed  a high‐fat, high‐cholesterol  (HFC) diet  for 12 weeks. 
Due to the hematopoietic deficiency of the gene encoding the NPC1 protein, which is a 










































In  hoofdstuk  1  wordt  de  centrale  rol  van  de  lever  in  het  metabool  syndroom 
geïntroduceerd  en  worden  de  klinische  uitdagingen  van  NASH,  de  hepatische 
manifestatie  is van het metabool  syndroom, benadrukt. Wij  stellen  lysosomale  lipide 
stapeling  in macrofagen  voor  als  een nieuw, onderliggend mechanisme dat  leidt  tot 
NASH.  Vervolgens  leggen  we  uit  hoe  dit  mechanisme  kan  gebruikt  worden  als 
translationeel  platform  om  de  hiervoor  aangehaalde  klinische  uitdagingen  aan  te 
pakken. Ten slotte wordt de inhoud van de thesis samengevat. 
 
Hoofdstuk  2  verstrekt  informatie  betreffende  de  centrale  rol  van  geoxideerd  LDL  in 
NASH.  De  biochemische  reacties  die  aan  de  basis  liggen  van  de  vorming  van 










In  hoofdstuk  4  onderzochten  we  of  er  een  oorzakelijk  verband  bestaat  tussen 
leverontsteking en  lysosomale stapeling van  lipiden  in  levermacrofagen afkomstig van 
het  bloed.  We  stelden  de  hypothese  dat  lipiden  afkomstig  van  oxLDL  partikels 
essentieel zijn voor het mediëren van lysosomale lipiden‐geïnduceerde leverontsteking. 
Hiervoor  verwijderden we eerst het  aanwezige hematopoietische  systeem  van  Ldlr‐/‐ 
muizen door ze bloot  te  stellen aan  radioactieve  straling. Vervolgens ontvingen deze 
muizen beenmerg afkomstig van Niemann‐Pick type C1 mutant of wildtype muizen en 
kregen  ze  een  hoog‐vet,  hoog‐cholesterol  dieet  van  12  weken.  Door  de  hemato‐
poietisch‐specifieke  uitschakeling  van  het  gen  dat  codeert  voor  het  NPC1  eiwit, 
stapelen de  lipiden  zich op  in de  lysosomen  van  levermacrofagen afkomstig  van het 
bloed.  Zoals we  verwachtten, waren  leverontsteking  alsook  leverfibrose  verhoogd  in 
Npc1mut  getransplanteerde muizen.  Verder  stelden we  vast  dat  het  voorkomen  van 
oxLDL‐opname  in  macrofagen  door  anti‐oxLDL  IgM  antilichamen  te  verhogen, 
resulteerde  in  een  daling  van  leverontsteking  en  leverfibrose.  Deze  bevindingen 





In  hoofdstuk  5  stelden  we  de  hypothese  dat  plasma  waarden  van  het  lysosomale 
enzyme cathepsine D correleren met de hoeveelheid  leverontsteking  in kinderen, die 
gediagnosticeerd  zijn  met  vette  leverziekte.  Leverbiopten  van  96  kinderen  werden 
geëvalueerd en  geclassificeerd  als  steatose, borderline NASH of definitief NASH. We 
toonden aan dat plasma cathepsine D waarden significant lager waren in kinderen met 
definitieve NASH  vergeleken met  kinderen met borderline NASH of  steatose. Verder 
kwam  de  daling  van  plasma  cathepsine  D  waarden  overeen  met  verhoogde 
leverontsteking,  steatose, hepatocellulair ballooning en de NAFLD activiteitscore. We 
concludeerden  dat  plasma  cathepsine  D  een  nieuwe  niet‐invasieve methode  is  om 
leverontsteking te voorspellen in kinderen. 
 
In  hoofdstuk 6  stelden we  de  hypothese  dat  er  een  verband  bestaat  tussen  plasma 
cathepsine  D  waarden  en  de  ontwikkeling  en  regressie  van  NASH  in  volwassen.  In 
volwassen  NASH  patiënten  observeerden  we  verhoogde  waarden  van  plasma 
cathepsine D vergeleken met volwassenen zonder NASH. Verder stelden we vast dat na 
een  chirurgische  ingreep, de plasma  cathepsine D waarden daalden  t.o.v. de meting 





ontwikkeling  van  NASH.  Door  Ldlr‐/‐  muizen  te  injecteren  met  pepstatine  A,  een 
inhibitor van aspartyl proteasen, toonden we aan dat het blokkeren van cathepsine D 
leidde  tot  een  daling  van  leverontsteking. Mechanistisch  gezien,  suggereerden  onze 
bevindingen  dat  door  een  verhoogde  fecale  excretie  van  galzuren,  het  lipide 
metabolisme verbeterde waardoor leverontsteking daalde. Omdat het cathepsine D in 





verschuiving  zou  veroorzaken  in  de  samenstelling  van  de  darmbacteriën  van  Ldlr‐/‐ 
muizen. Hiervoor verwijderden we eerst het aanwezige hematopoietische systeem van 
Ldlr‐/‐ muizen door ze bloot te stellen aan radioactieve straling. Vervolgens ontvingen 
deze  muizen  beenmerg  afkomstig  van  Niemann‐Pick  type  C1  mutant  of  wildtype 
muizen  en  kregen  ze  een  hoog‐vet,  hoog‐cholesterol  dieet  van  12 weken.  Door  de 
hematopoietisch‐specifieke uitschakeling van het gen dat codeert voor het NPC1 eiwit, 
stapelen de  lipiden  zich op  in de  lysosomen  van  levermacrofagen afkomstig  van het 





niet‐dieet  gerelateerde  veranderingen  in  het  lipide  metabolisme,  zoals  een 
hematopoietische Npc1 mutatie, de samenstelling van darmbacteriën kan veranderen. 
 
Tot  slot bediscussieert hoofdstuk 9 de belangrijkste bevindingen van de  thesis  in het 
licht van de huidige stand van zaken in de respectievelijke onderzoeksgebieden. Verder 
wordt de klinische waarde van deze bevindingen besproken. 
 
